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Die Erfindung betritft ein Vertahren. Einrichtun- 
gen und Diagnosemittel zum Nachweis von Gelb- 
korperstorTwechselprodukten in von der Frau aus- 
geschiedenen Korperfliissigkeiten zum Zweck, die 
empfangnisfreien Tage der Frau zu bestimmen. 5 

Die bekannten Verfahren zum Nachweis von 
"elbkorperstofTwechselprodukten konnten bisher 
ueshalb nicht zur Bestimmung der empfangnisfreien 
Tage der Frau herangezogen werden, da in den von 
der Frau ausgeschiedenen Korperfliissigkeiten stets io 
gewisse Mengen dieser StofTwechselprodukte vorhan- 
den sind und hierauf gerichtete Nachweisreaktionen 
fur den angegebenen Zweck als zu unzuverlassig er- 
achtet wurden. 

Die Erfindung gent von der Aufgabe aus, der 15 
geschiiderten Schwierigkeit abzuhelfen und ein 
Nachweisverfahren Eur" Gelbkorperstoflwechselpro- 
dukte vorzuschlagen, welches eine zuverlassige Be- 
stimmung der empfangnisfreien Tage der Frau er- 
moglicht. 2C 

Die Aufgabe wird gemaB der Erfindung dadurch 
geldst, daB* mindestens ein in der Kdrperflussigkeit 
keit vorkommendes GelbkorperstofTwechselprodukt 
durch mit einer Farbanderung verbundene Re- 
aktionen bestimmt wird und daB dabei MaBnahmen 2: 
getrofTen werden. um nur bei Anwesenheit solchcr 
Mengen des Stoffwechselproduktes die Farb- 
anderung festzustellen, die einem leistungsfahigen 
Gelbkorper entstammen. 

Eine bevorzugt zur Durchfiihrung des erfindungs- 
gemiiBen Nachweisverfahrens verwendete Einrich- 
tung zeichnet sich dadurch aus, daB unten an einen 
die zu priifende Kdrperflussigkeit enthaltenden Be- 
hLilter ein Auslaufrohr losbar angeserzt ist ; das eine 
feine AustrittsofTnung fur die zu priifende Korper- 
tlussigkeit autweist, und daB lotrecht unter der Aus- 
trittsorTnung ein rohrtormiger Behlilter vorgesehen 
is:, der eine Lesun-zsmittolsaule enthlilt und an seinem 
unteren Er.de nit einem Oberlaufrchr in Verbindung , 
stent, und daB schlieBlich die freie OrTnung des 40 
Gberlaufes so weit unter dem Niveau der freien Aus- 
trittsorTnung liegt. daB der aus der feinen OrTnung 
austretende FlQssigkeitsstrahl die Oberseite der 
Losungsmitteisaule in Form einer Folge von Flussig- 
keitstropfen erreicht. 

Ein Diagnosemittel zur Durchfiihrung des Verfah- 
rens gemUB der Erfindung ist dadurch gekennzeich- 
net. daB es in einem Totalvolumen von hochstens 
60 ccm mindestens zwei StofTgemische enthalt, von 
denen das eine im Kontakt mit mindestens einem in 
einer Korperflussigkeit der Frau vorkommenden 
Gelbkorperstoffwechselprodukt zu einer Farbiin- 
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derung fuhrt. wahrcnd das andere geeignet ist, die 
Farbanderung derart zu hemmen, daB nur solche 
Mengen des Stoflwechselproduktes erkennbar sind, 
die einem leistunssfahigen Gelbkorper entstammen. 

Als Kriterium bei der Bestimmung der empfang- 
nisfreien Zeit bei der Frau gait bisher der Ovula- 
tionstermin. Dementsprechend sind alle bisher be- 
kannten Methoden zur Bestimmung der empfangnis- 
freien Zeit auf eine moglichst genaue Ermittlung der 
Ovulation als solche gerichtet. Nach neuesten Er- 
kenntnissen des Erfinders ist jedoch die Ovulation in 
bezus auf die empfangnisfreie Zeit bedeutungslos, 
weil'die einer Ovulation im allgetneinen folgende 
biolosische Sterilitat der Frau nicht eine Folge der 
Ovulaton ist. sondern eine solche des sich im ge- 
platzten Graafschen Follikel bildenden Corpus 
luteum. Aus diesem Grunde wird erfindungsgemaG 
bei der Bestimmung der empfangnisfreien Zeit nicht 
die Ovulation, sondern die Funktionstiichtigkeit des 
Corous Uueum ermittelt. 

Der Gelbkorper erzeugt bekanntlich Progesteron, 
welches im Ablauf des mensuellen Zyklus der Frau 
die fobjenden wichtigen Funktionen ausiibt: 

1. hemmt es die weitere Eireifung auf denOvarien; 

2. lahmt es die Gebarmuttermuskulatur als Schutz 
fiir das 

3 unter seinem EinfluB sich in den sekretorischen 
Zustand umwandelnde und »aufwuchernde« 
Endometrium, und 

4 erhoht es als weitere Schutzfunktion fur das 
Endometrium die Viskositat des Zervikal- 
schleimpfropfs in der Cervix. 
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Frau selbst zu Kause angewendot werden kann. 
Wahrend im Laboratorium jede den Verfahrens- 
anforderungen, im besonderen dor Extraktion des 
StorTwechselproduktes aus der Korpertiiissigkeit an- 
gepaBte Apparatur geeignet ist. ist flir den Laien 
eine speziell kleindimensionierte Einrichtung, die ein 
schematisches Arbeiien nach Gebrauchsanweisung 
ermogjicht. unerlaBlich. Zur raschen und zuverias- 
sigen Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens durch Laien wird das Diagnosemittel. d. h. die 
notwendigen Chemikalien. Losungsmittel. Reagen- 
zien, Farbstofte usw. zweckmaGig als tur je eine 
Bestimmung gebrauchsfertig dosierte und moglichst 
lange haltbare Packung zubereitet. Diese Packungen 
bestehen z. B. aus Ampullen. Rohrchen u. dgl. aus 
Glas oder KunststofT sowie in Form von Portionen- 
packungen abgeschweiBten Plastikschlauchen usw. 
Seiche fiir je eine Bestimmung kombinierten Pak- 
kungen ersparen nicht nur das lastige Abmessen 
der einzelnen Portionen, sondern gewiihrleisten auch 
eine groBere Haltbarkeit als z. B. bet immer wieder 
geoffneten Flaschen. 

Ein solches erflndungsgemaB kombiniertes Dia- 
gnosemittel wiegt verpackt beispielsweise 30 g und 
hat ein Volumen von etwa 34 ccm; es laBt sich zu 
Jahrespackungen zu zwolf bis zwanzig Bestimmun- 
gen mit einem Totalgewicht von rund 500 g zusam- 
menstellen. Das einzelne Diagnosemittel fiir eine Be- 
stimmung wiegt nicht ganz 16 g und besitzt ein 
Volumen von rund 19 ccm. also bedeutend weniger 
ats bei samtlichen bekannten Pregnandiolbestim- 
mungsverfahren, von denen kein einziges mit total 
weniger als 60 bis 70 ccm Chemikalien auskommen 
kaan. 

Die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens wird nachfolgend in einer fur den Pregnandiol- 
Pregnanolon-Komplex bevorzugten Ausfiihrung rein 
beispielsweise beschrieben: 

Fig. 1 zeigt einen zur Einrichtung gehorigen 
Extraktionsapparat im Betriebszustand; 

Fig. 2 zeigt eine ganze Einrichtung ineinander- 
geschachtelt im Nichtbetriebszustand; 

F i g. 3 zeigt einen Schuttelbecher fiir die Wasch- 
flussigkeiten mit aufgesetztem Deckel; 

F i g. 4 zeigt einen GefaBhalter mit einem Reak- 
tionsgefaB. einem Brenner und einem Kondensator- 
schlauch im Betriebszustand. 

Das Verfahren besteht im wesentlichen darin, daB 
der Pregnandiolkomplex aus dem frischen. wahrend 
3 bis 10 Stunden ausgeschiedenen und dann mit 
Kochsalz abgesauigten Urin extrahiert. der Extrakt 
gewaschen, der Pregnandiol-Pregnanolon-Komplex 
anschlieBend dirskt als Bariumsalz gefallt und dann 
■lis Prazipitat au: seinen Glukuronsauregehalt mit 
Hilfe der Tollens-Reaktion untersucht wird. Sowohl 
in der Extraktionsstufe, der Extraktwaschung, der 
Fallung als auch der Farbreaktion nach To 11 ens 
sind in das Verfahren gewollte Hemmstufen einge- 
baut. welche seine Empfindlichkeit auf den weiter 
obengenanntea Schwellenwert reduzieren. Auf diese 
Hemmstufen wird spater noch naher hingewiesen. 

Der zweckmaBigerweise vom Laien zu verwen- 
dende Extraktionsapparat (F i g. 1) besteht aus 
einem BasisgefaB 1 und einem in diesem einge- 
setzten Extraktor 2 (Rohrdurchmesser vorteilhaft 
10.5 mm, nicht iiber 20 mm), welcher am Basis- 
gefaB I mittels Dichtungen 9 hermetisch abschlieBt. 
Am Extraktor 2 ist uber eine Dichtung 14 



ein Diisenstiick 3 (Dusendurchmesser vorteilhaft 
0.53 mm) angeschraubt und auf diesem iiber eine 
Dichtung 18 ein KopfgefaB 4. Im KopfgefaB 4 ist 
eingelcgt ein mit einer Spannfeder 6 gehaltenes 
5 Sieb 7. und das Ganze ist verschlossen mit einem 
autgelegten Deckel 5. Im oberen Toil des Extrak- 
tors 2 betinden sich eine aus einem Kolben 15. einer 
Anschlagschraube 16, einer Druckfeder 17 und 
einem Ventilschlauch 25 bestehende Pumpe sowie 
:o ein aus einem Ventilknopf 12, einer V'entilscheibe 11. 
einer Dichtung 10 und einer DurchlaBdrTnung 13 be- 
stehendes Ventil. Am Extraktor 2 sind seitlich an- 
gebracht ein Oberlaut" 2 a sowie zuunterst ein Ver- 
schluBdeokel 8. Im oberen Teil des Dusenstuckes 3, 
15 d. h. unmittelbar iiber der Diise, kann ein Regulier- 
ventil angebracht werden, um den Druck des durch 
die Diise stromenden Urinstrahles zu regulieren; die- 
ses Ventil ist indessen nicht unbedingt notwendig 
und deshalb in der Zeichnung weggelassen. 
20 Im Nichtbetriebszustand der Einrichtung (F i g. 2) 
sind KopfgefaB 4, Dusenstiick 3 sowie alle ubrigen 
Bestandteile im Innern des BasisgefaBes 1 unter- 
gebracht. Die Einrichtung besitzt dann nur noch 
rund ein Drittel ihrer Betriebshohe. Der Deckel 5, 
as dessen Dichtung 19 dazu bestimmt ist, einen Schiit- 
telbecher 23 abzuschlieBen (Fig. 3), ist nun im obe- 
ren Teil des Extraktors 2 eingeschraubt. wo im Be- 
triebszustand das Dusenstiick 3 befestigt wird. Das 
Ventil 12 ist geschlossen und der Pumpenkolben 15 
30 wird vom Deckel 5 niedergehalten. Zwei auf den 
Extraktor 2 aufgeklemmte Drahtklammern 24 sind 
dazu bestimmt, die beiden ReaktionsgefaBe 21, z. B. 
aus feuerfestem Glas (von denen im Schnitt Fig. 2 
nur eines gezeichnet ist), und das Dusenstiick 3 im 
35 Innern des BasisgefaBes bzw. des KopfgefaBes 4 fest- 
zuhalten. Zuunterst ist der Schuttelbecher 23 vom 
erweiterten Beruhigungsteil des Extraktors 2, dahin- 
ter ein Brenner 24~und daneben ein GefaBhalter 20 
fixiert. Ein Kondensatorschlauch 26 (F i g. 4) und 
40 das Sieb 6 ? 7 sind, weil elastisch und deshalb uberall 
im Innern der Einrichtung unterbringbar. nicht ein- 
gezeichnet. 

Als SammelgefaB fiir den Ham und zu seiner Ab- 
sattigung mit Kochsalz dient das BasisgefaB 1. Die 
45 Harnmenge aus S bis 10 Stunden Ausscheidungs- 
dauer wird mit Leitungswasser bis zur unteren 
Marke am BasisgefaB 1 (Fig. 1) erglinzt. was einer 
Menge von 700 ccm entspricht. welche Menge inner- 
haib~S bis 10 Stunden selten iiberschritten wird. 
50 Hierauf wird so viel Kochsalz beigefiigt, daB das 
Fliissigkeitsniveau von der unteren bis zur oberen 
Marke ansteigt (770 ccm). Nun wird der Extraktor 2 
mit eingeschraubten Deckeln 5 und 8 in das Basis- 
gefaB 1 eingeseczt. so daB dieses durch die Dichtun- 
55 gen 9 hermetisch verschlossen wird. Nach 40 Sekun- 
den dauerndem, kraftigem Schiitteln ist der Urin mit 
dem zugegebenen Kochsalz abgesattigt. 

Wahrend des Schiittelns full: sich der Extraktor 2 
durch den anliegenden Oberlauf 2a ebenfalls' mit 
60 Ham. Nach Abschrauben des Deckels 5 zur Frei- 
legung der oberen Offnung des Extraktorrohres 2 
wird das aus der Scheibe 11. der Dichtung 10 und 
der Offnung 13 bestehende Ventil 12 geoffnet. Die- 
ses erlaubt"der Luft bei der anschlieBenden Extrak- 
65 tion, bei welcher sich das BasisgefaB 1 langsam fiillt, 
den Abzug. Nach Einfiillen der z. B. in einer Portio- 
nenpackung aus Kunststorischlauch enthaltenen 
Extraktfliissigkeit, bestehend aus 9 ccm Amylbutyl- 
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Diese vier Geimalfunktionen sind aber nur ge- 
wahrleistet. wenn die Progesteronproduktion des 
Gelbkorpers ein geniigend hohes MaB erreicht. 

Bei ungenugender Progesteronproduktion bzw. 
einem niche voll funktionstiichtigen Corpus luteum 
("was mit oder ohne auBere Eintiiisse der Fall sein 
kann. wie z. B. Kuren. Klimawechsel, Krankheiten 
usw.) ist ais erstes die Hemmung der Eireifung auf 
den Ovarien niche immer gewahrleistet. Es bildet 
sich dann innerhalb der nachstenS bis 10 Taae ein 
zweiter sprungreifer FoIIikel im gleichen ~Men- 
struationszyklus heran, der unmittelbar vor der 
ublicherweise folgenden Regelbiutung beim norma- 
len Riickgang der an sich schon zu geringen Pro- 
gesteronmenge platzt. Es ergibt sich eine ~pramen- 
struelie Sekundarovulation. die in der sogenanntea 
»empfangnisfreien« Zeit zur Empfangnis fiihren 
kann. Der bei der Sekundarovulation entstehende 
zweite Gelbkorper verhindert das Eintreten der zu 
diesem Zeitpunkt iiblichen Menstruation und ver- 
schiebt diese bis zu seiner Degeneration urn 12 bis 
L4 Tage, sofem die Sekundarovulation nicht zur 
efruchtung gefuhrt hat. Selbstverstandlich kann 
sich die pramenstruelle Sekundarovulation auch bei 
einem voll funktionstiichtigen Corpus luteum ereig- 
nen; eine Befruchtung ist dann aber nicht moglich, 
weil bei geniigend hoher Progesteronproduktion die 
Gebiirmuttermucosa sich in aufgewuchertem Zu- 
stand und der Zervikalschleim sich in erhohter 
V'iskositat befinden, so daB diese beiden naturiichen 
Barrieren den eindringenden Spermacozoen den Ein- 
tritt und Durchgang durch die Gebarmutter und in- 
folgedessen das Aufsteigen bis zu den Ovarien ver- 
wehren. 

Diese Zusammenhange konnten experimented 1 
unter praktischer Erprobung durch eine groBere 
Anzahi Ehepaare festgestellt werden. Es ergaben 
sich dabei pramenstruelle Sekundiirovulationen so- 
wohl bei ungenugender als auch geniigender Gelb- 
korperaktivitat. Dabei stellten sich aber nur im 
ersten Fall Schwangerschaften ein, .wahrend .der 
zweite Typ von Sekundarovulationen ohne Folsen 
blieb. 

Gemessen am wichtigsten Ausscheidungsprodukt 
des Progesterons, dem Pregnandiolglukuronid, das in 
seinem Komplex als »Verunreinigung« 25 %> Pregna- 
nolon mitenthalt, ergab sich auf Grund dieser*em- 
pirischen Versuche, "daB im durchschnittlichen Fall 
bei einer Tagesausscheidung von 3.5 mg Pregnan- 
diolglukuronid (inklusive Pregnanolon) und in 50 
einigen Einzelfallen von mindestens 2,5 mg vom 
Vorliegen eines funktionstiichtigen Gelbkorpers ge- 
sprochen werden kann. Dieser Zusammenhang 
scimmt gut iiberein mit der bereits bekannten Tat- 
sache, daB wahrend der Proliierationsphase des 55 
Endometriums 1 bis 2 mg Pregnandiolglukuronid pro 
Tag im Ham der Frau ausgeschieden werden, 
welche Minimalmeagen dem Nebennierenrinden- 
storTwechsel oder einer zu friihen Luteinisierung des 
Follikels entstammen. Demgegenuber betragen, wie 60 
bekannt, die in der eigentlichen Gelbkorperphase 
ausgeschiedenen Normalmengen an Pregnandiol- 
glukuronid im Mittel S bis 9 mg pro Tag. 

Unterhalb des obengenannten Schwellenwertes 
von 3,5 bzw. 2.5 mg Pregnandiolglukuronid pro Tag 
ergeben sich befruchtungsfahige Sekundarovulatio- 
nen, weil dann die gleichzeitige Aufwucherung der 
Gebarmutterschleimhaut als auch die Erhohung der 
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ZervikaJschleimviskositat unvollkommen sind und 
nicht als Barrieren wirken konnen. wahrend Sckun- 
darovuJationen oberhalb dieses Schwellenwertes 
nicht mehr befruchtungsfahig sind. 

5 Bei Beachtung der genannten Schwellenwertc hin- 
gegen IaBt sich aber nicht nur die Funktionstuchtig- 
keit des Gelbkorpers nachweisen. sondern aieich- 
zettig werden auch die geringen aus dem Nebennie- 
renrindenstofTwechsel stammenden (Umwandlung 

io des Desoxycorticosterons in Progesteron) sowie die 
tchon -praovulativ im ungeplatzten FoIIikel ailfallia 
erzeugten Mengen an Proges:eron bzw. Pregnandiol 
»iiberbruckt«. Die bisher bekannten Verfahren. sei 
es nun zur Progesteron- oder Pregnandiolbestim- 
15 mung sowie weitere Verfahren zur Bestimmung an- 
derer Abbauprodukte des Progesterons konnen mit 
Empfindlichkeitsschwellen versehen werden, die den 
weiter obengenannten Schwellenwerten Equivalent 
sind. Damit werden solche rein quantitativen Stoff- 
20 bestimmungsverfahren automatisch zu qualitativen 
Verfahren zur Bestimmung der empfangnisfreien 
Zeit, sofern die zu ihrer Durchfiihrung benotigte 
Verfahrensdauer nicht zu lang ist, um die Reaktion 
so fruhzeitig zu erhalten, daB noch eine befrie- 
25 digende Ausniitzung moglich ist. 

Die Einfiihrung eines solchen Schwellenwertes in 
irgendwelche bekannten Verfahren IaBt sich einfach 
dadurch erreichen, daB z. B. die Sichtbarkeit einer 
Farbreaktion bis zur yorgeschriebenen Grenze auf- 
30 gehoben wird. Dies IaBt sich erzielen, indem ent- 
weder durch beschrankte stochiometrische Umset- 
zung nur so viel des reagierenden Stoffes in die Farb- 
reaktion aufgenommen wird, daB diese erst beim 
Schwellenwert infolge ihrer eigenen Empfindlich- 
35 keitsgrenze anspricht (z. B. Verwendung schiechter 
Losungsmittel, damit nur ein Teil des reagierenden 
Stories in Losung geht), oder aber indem die Farb- 
reaktion selbst durch chemisch oder physikalisch 
wirkende Zusatze gehemmt wird. Solche Zusatze kon- 
40 nen oxydierende oder reduzierende (bleichende) und 
. auch komplexbiidende Stoffe sein, die den entspre- 
chenden Farbanteii maskieren, oder auch Adsorp- 
tions- oder Fallungsmittel, die den Schwellenwert- 
anteil in sich aufnehmen oder ausfallen, oder Kora- 
+5 plementiirfarben, die den Schwellenwertanteil kom- 
pensieren. 

Die heute bekannten Verfahren zur Bestimmung 
von Progesteron im Blut bzw. seinen Abbauproduk- 
ten und speziell Pregnandiol im Ham sind fur die 
Geburtenkontrolle praktisch unbrauchbar und eignen 
sich nur fiir klinisch-dtagnostische Zwecke. Sie sind 
durchweg umstandlich, verlangen teure Apparaturen 
und hochqualifiziertes Personal. Dariiber hinaus lie- 
fern sie allesamt die Resultate mit so groGer Verspa- 
tung, daB an eine praktische Anwendung ohne be- 
deutende Modifikationen gar nicht zu denken ist. 
Das Verfahren nach der Erfindung vermeidet diese 
Nachtetle. Da derNachweis der empfangnisfreien Zeit 
keine quantitative Hormonbestimmung erfordert, son- 
dern nur die Feststellung eines Minimal-Hormanspie- 
gels in halbqualitativer Weise, ist ein einfaches. rasch 
durchfiihrbares Verfahren entwickelt worden. 

Das Verfahren ist so einfach durchflihrbar und 
der zu seiner Durchfiihrung notige Zeitaufwand so 
05 gering, daB es nicht nur fiir das speziell zum Zweck 
der Feststellung der empfangnisfreien Zeit fiir seine 
Kundinnen eingerichtete Laboratorium geeignet ist. 
sondern dariiber hinaus von jedem Laien bzw. jeder 
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aikohol im Volumenverh'altnis 1 : 2. in das Extrak- 
torrohr 2 bildet sich in diesem etne Losungsmittel- 
saule. die sich auf dem satzgesiittigten Urin darin 
aufschichtet; infolge des Cberlaufes stellt sich das 
Losungsmittel immer auf gleiches Niveau ein. nlim- 
lich etwa 4 cm unter der Diise. Nach dem Einfiillen 
werden aut' den Extraktor 2 das Dusenstiick 3 und 
auf dieses das KopfgetaB 4 aut'geschraubc und in 
dieses letztere das Sieb 6. 7 eingelegt. Hierauf wird 
das mi: salzgesattigtem Urin gefiillte BasisgetaB 1 
abgenommen und in das KopfgefaB 4 entleert. Das 
BasisgetaB 1 wird so fort wieder unten angebracht. 
da bald Urin durch den Cberlauf entweicht; der 
Deckel 5 wird auf das GefaB 4 aufgelegt und der 
Apparat beiseite gestellt. 

Die Harnmenge von rund 770 ccm stromt nun 
wahrend ungefahr 35 Minuten in fetnem Strahl 
durch die Diise und prallt auf die Oberrliiche des im 
Extraktor befindlichen Amylbutylalkohols an jener 
Stelle auf. wo sich der Strahl in feine Tropfchen auf- 
zulosen beginnt (DurchfluBmenge etwa 22 ccm je 
Minute). Hierbei wird der Ham in viele winzig kleine 
Tropfchen zerschlagen. die langsam durch die L6- 
sungsmittelschicht absinken, sich unter dieser wie- 
der mit dem bereits extrahierten Ham vereinigen, 
durch den Oberlauf 2 a emporsteigen und ins Basis- 
gefaB 1 zuriickilieBen. Hierbei erfolgt die Extrak- 
tion des Pregnandiolglukuronides aus dem Ham. 

N'ach dem Passieren des Urins werden das Ge- 
faB 4 und das Dusenstiick 3 abgeschraubt, mit Was- 
ser gespiilt und wieder angebracht. Die zur Extrakt- 
waschung erforderlichc Waschfliissigkeit, bestehend 
aus 5 ccm ammoniakalischem Ather-Butanol- 
Gemisch (aus einer Portionenpackung aus Kunst- 
storl) im Volumenverhultnis 5 : 1 und 0,5 ccm Was- 
ser mit 200 mg darin gelostem Kochsalz, wird unter 
Zusatz von 35 ccm Trink- bzw. Leitungswasser in 
dem mit dem Deckel 5 verschlossenen Schiittel- 
becher 23 kraftig vermischt (Fig. 3) und ins Kopf- 
gefaB 4 entleert. Die Waschfliissigkeit passiert nun 
gleich wie der Ham bei der Extraktion die Extrakt- 
phase, wascht diese, so daB der groBtc Teil der 
Verunreinigungen aus dem Extrakt ausgewaschen 
wird. Infolge des Athercharakters der Waschfliissig- 
keit und der kleinen Kochsalzzugabe geht das 45 
Pregnandiolglukuronid in der GroBzahl atler Falle 
nicht in die Waschfliissigkeit liber. Es gibt indessen 
aber Ausnahmefalle bei auBerordentlich schwach 
verunreinigten Hamen: die Verunreinigungen sind 
dann bereits im ersten Moment der W use hung aus 50 
dem Extrakt entfernt. so daB der groBte Teil der 
Waschfliissigkeit ohne weitere Stoffaufnahme den 
Extrakt passier: und aus diesem Grunde das 
Pregnandiolglukuronid trotz Ather- und Kochsalz- 
gjhai: auswaschen kann. Xn sotchen Failen chronisch 55 
schwach verunreinigter Extrakte empriehlt es sich. 
jeweils von den rund 40 ccm gemischter Waschfliis- 
sigkeit nur zwei Drittel oder in Exremflillen nur die 
Hiilt'te zu verwenden. AnschlieBend erfolgt eine 
N'achwaschung mit 35 bis 40 ccm gesiittigtem Koch- 00 
salzwasser zwecks Entwlisserung des triiben Extrak- 
tes und Entfernung von uberschussigem Ammoniak. 
Der Extrakt ist hierauf meistens farblos klar. 

Nach dem Absetzen der letzten. feinsten in 
Suspension beflndlichen Salzwassertropfchen (2 bis 
3 Minuten nach der Salzwasserwaschung) werden 
Dusenstiick 3 und KopfgefaB 4 abgeschraubt und 
das Ventil 12 geschlossen. Das Urinniveau im Basis- 
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gefaB 1 steht infolge der Volumenzunahme durch 
die Waschfliissigkeiten nun etwas uber der Cber- 
laufoffnung 2a. Ein entsprechend geformcer Stech- 
heber (in den Zeichnungen nicht dargestellt) wird 
5 auf die Dichtung 14 gepreBt und mit dem Zeigefin- 
ger der andera freien Hand der Pumpenkolben 15 
betiitigt. Der auf den Kotben driiekende Finger ist 
zugleich EinlaBventiL und die ins BasisgefaB I ge- 
driickte Luft wird durch den Veaiiischlauch 25 am 
10 Entweichen gehindert. Durch den im Inneren des 
GetaBes 1 erzeugten Oberdruck steigt die Exirakt- 
phase im Extraktor empor. bis sie sich vollstandig 
in dem aut* der Dichtung 14 ruhenden Stechheber 
befindet. Dessen freie Ortnung am oberen Ende wird • 
L5 nun mit dem Finger zugehalten und der Extrakt in.*- 
eines der Reaktionskdlbchen 21 aus feuerfestem 
Glas umgeleert, das innen trocken sein muB. Anstatt 
mit Cberdruck durch die Pumpe 15 kann der 
Extrakt natiirlich auch mittels Pipette und Saug- 
-20 ballchen aus dem Extraktor 2 herausgesaugt werden. 
Die delikate Pumpeinrichtung lieBe sich so eriibrigen. 

Der gewaschene Extrakt ist trotz seiner Farblosig- 
keit noch relativ stark verunreinigt. Aus diesem 
Grunde wird das Pregnandiolglukuronid vorteilhaft 
25 als Bariumsalz direkt aus dem Extrakt ausgefallt, 
was infolge der Losiichkeits- und Konzentrations- 
verhiiltnisse nicht in herkommlicher Weisc moglich 
ist. Dem Extrakt werden hierzu aus dem -entspre- 
chenden Beutei des Diagnosemittets 0.3 g Silicagel 
30 von 0.2 bis 1.0 mm Kornung zugesetzt, das 'mit rund 
2S mg Bariumacetat durch Wassern in destilliertem 
Wasser mit 100 g Bariumacetat je Liter und nach- 
heriges Trocknen impriigniert ist. Extrakt und Si- 
licagel werden ungefahr 1 Minute lang maBig ge- 
35 schiittelt. Zuerst lagert sich hierbei am Silicagel ein 
Teil der im Extrakt verbliebenen Restfeuchtigkeit ab 
und bildet einen Wassermantel um dieses,*der das 
obige Bariumsalz in hochster Konzentration gelost 
enthalt. Fast gleichzeitig werden vom feuchten 
40 Silicagel fast aTle im Extrakt vorhandenen Stoffe 
adsorbiert, indem sie durch den Bariumsalz-Wasser- 
mantel passieren. Bei dieser Passage wird das 
Natrium-Pregnandiolglukuronid augenblicklich als 
Barium-Pregnandiolglukuronid ausgefallt und infolge 
der mechanischen Wirkung des Schiittelns in kri- 
stalliner Form sofort aus dem Wassermantel heraus 
in den Exrakt zuriickgewaschen. Diese Operation, 
die sich aus einer Adsorption, fast gleichzeitigen 
F'allung und quasi Desorption zusamrnensetzt und 
theoretisch die konventioneiien Stufen der Adsorp- 
tion. Elution. Trocknung, Neulosung. Failung usw. 
in einer einzigen Stufe vollbringt. wird im foigen- 
den als Adsorptionsfallung bezeichnet. 

Das Suspensionskristallisat wird mit der fliissigen 
Phase unter Zuriicklassung des Silicagels in ein zwei- 
tes trockenes Kolbchen 21 umgeleert und zur Be- 
schleunigung der Absetzung der Suspension 0.5 ccm 
Gasolin. Petrolather. Benzol usw. und 0.1 ccm 
n.'1000-Salzsliure aus einer weiteren Portionenpak- 
kung des Diaanosemittels zugesetzt und durch sehr 
kraftines Schiitteln vermischtT Dadurch werden die 
festen Kristallisatbestandteile an ihrer Obertlache 
naB und »kiebris'<; sie lagern sich gegenseitig anein- 
ander ab und sinken dadurch und infolge der durch 
$ die Feuchtiakeit verursachten Gewichtszunahme 
relativ rasch"(innerhalb L0 bis 20 Minuten) in den 
Grund des Kolbchens ab. wo sie ebenfalls infolge 
ihres Feuchtiakeitsgehaltes klebenbleiben. Hierdurch 
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wrrd ein eintaches Ableeren der Muttertlussigkeit 
ohne Aufwirbeln des Niederschlages moglich. Der 
Salzsiiuregehalt der Feuchtigkeit verhindert eine Ad- 
sorption uronsaurer Verunreinigungen am Prazipitat. 

AnschlieBend wird die iiberstehende Fliissigkeit 
abgeleert. das Kolbchen 21 kurze Zeit umgekehrt 
stehengelassen. um ein restloses Ablaufen der 
Extraktrltissigkeit zu ermoglichen, und der an der 
Kolbchenwandung klebende Riickstand in Leitunus- 
wasser aufgenommea. welches bis zum TeilstrTch 
des Koibchens 21 (Fig. 4) eingefullt wird. Diesem 
Wasser werden 1,5 ccm reine. ko'nzentrierte Salz- 
saure (spezifisches Gewicht L19) und 0,5 ccm Athyl- 
oder Propylalkohol (rein) mit 3 mg Naphthoresorcin 
aus weiteren Portionenpackungen des Diagnosemit- 
tels zugesetzt. Soil die Naphthoresorcinlosung min- 
destens I Jahr haltbar gemacht werden, so wird der 
Alkohol entliiftet (durch Kochen unter RiickfluB- 
kondensation) und hierauf vor der Losung des 
N'aphthoresorcins mit CO., gesattigt. 

Zum Abstellen der Kolbchen 21 bedient man sich 
des Kolbchenhalters 20 (F i g. 4), der mit dem ein- 
gespannten Kolbchen 21 zusammen ein sicher ste- 
hendes Dreibein bildet, da er an seinem Ende einen 
breiten, zweizehigen FuB besitzt. Sofern keine andere *5 
Flamme zur Verfiigung stent, wird der lediglich 
aus einem Niipfchen bestehende Brenner 22 
(Fig. 4) mit Alkohol, Brennsprit. einer Metatablette, 
Kolnisch Wasser usw. oder, wenn jedes andere 
Brennmaterial fehlt. beim AbgieBen mit der Extrakt- 30 
phase gefullt (die allerdings" beim Brennen etwas 
ruBt) und angezundet. Auf das Kolbchen 21 wird 
der Kondensatorschlauch 26 aufgesetzt und das 
Reaktionsgemisch nach Beginn des*Siedens wahrend 
einer Minute iiber der Flamme gekocht. Der beim 35 
Kochen aus dem Kolbchen entweichende ubelrie- 
chende Dampf kondensiert dabei im Kondensator- 
schlauch 26, so daB die ganze Reaktion praktisch 
geruchlos vor sich gent. Diese Geruchsvernichtung 
durch Kondensation ist von Bedeutung, denn ohne 40 
sie wurde in vielen Fallen die Anwendung durch 
Laien. also in Wohnraumen, unmoglich gemacht. 

Nach dem Erkalten des Reaktionsgemisches wird 
der Kondensatorschlauch 26 in horizontaler Lage 
vom Kolbchen 21 abgenommen, um ein Auslaufen 45 
des Kondensates zu vermeiden. Aus der letzten Por- 
tionenpackung des Diagnosemittels werden 1.5 ccm 
mit 4 mg Anihn-Fettgrun je Liter leicht griingefarb- 
ten Benzols. Tuiuols oder Xylols zugeseTzt und das 
Ganze kraftig wahrend 15 bis 20~Sekunden ae- 50 
schuttelt.. 

Die von der sich oben abscheidenden Benzol- 
schicht ausgezogene rotviolette Flirbung ist die Indi- 
kation fur die empfangnisfreie Zeit! Bleibt die 
Losung griin. wasserklar oder geib bis braunlich. so 55 
ist entweder gar keine oder eine ungenligende Gelb- 
korperaktivitat und infolgedessen Empfiingnisgefahr 
vorhanden. In diesem Fail wird die Analyse~2 bis 
3 Tage ipliter wiederholt. bis die rotviolette Farbung 
erscheint. Normalerweise reicht eine monatlich ein- So 
bis zweimalige Vornahme der Bestimmung fiir die 
Praxis vollstandig aus. wobei die erste Bestimmuna 
bei z. B. 28- bis~30tagigem Zyklus auf den 17. bis 
IS. Zyklustag fallt. Die eigentliche Arbeitszeit zur 
Vornahme der Bestimmung betragt nur rund 15 Mi- 05 
nuten und deren gesanuhafte DurchfUhrunssdauer 
etwa I Stunde (gegenuber einigen Stunden Arbeits- 
zeit und einigen Tagen Durchfuhrungsdauer bei be- 
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kanncen Verfahren zur Pregnandiolbestimmung). Die 
priiovulative empfangnisfreie Zeit wird wie "bisher 
auf Grund der Methode nach Knaus — Ogino be- 
rechnet, wobei sich in der Praxis zeigte, daB die Zu- 
5 verlassigkeit durch diese Kombination nur unwesent- 
Iich verandert wird. weil eine Vorverlegung der 
Ovulation sehr selten vorkommt. 

Gegenuber den bisher bekannten Verfahren unter- 
scheidet sich das vorliegende vor allem in bezug auf 
10 seine auBerordentliche Spezintat und seine relative* 
Empfindlichkeit. was die Verwendung von weniser 
als ein Drittel Tagesharnrr.enge zulaBt. Der au3ersc 
geringe Zeitaut'wand erlaubt es. den Eintritt der 
empfangnisfreien Zeit schon 8 bis 9 Stunden nach 
15 Beginn der ersten Pregnandiolbildung im weiblichen 
Organismus festzustellen. Damit kann praktisch von 
einer Verspatung gegenuber dem biologischen Ein- 
tritt der sterilen Phase nicht mehr gesprochen 
werden. 

Die Art der Extraktion in dunnem Strahl ist be- 
dingt durch die auBerst geringe Menge der verwen- 
deten Losungsmittel von nur~9 ccm bzw. ein Fiinf- 
undachtzigstel der Harnmenge oder rund ein Zehntel 
bis ein Zwanzigstel der bekannten Verfahren. Bei 
herkommlicher Extraktionsart (Schutteln, PreBluft- 
einblasen, Ruhrwerk usw.) wurde sich die kleine 
Losungsmittelmenge unter der mechanischen Ein- 
wirkung schon in ungefahr 500 ccm saizgesiittigtem 
Urin vollig auflosen. Die Zugabe von Amylalkohol 
zum Butylalkohol reduziert* die Loslichkeit fiir 
Pregnandiol und stellt infolgedessen eine erste Stufe 
im totalen Schwellenwert dar. 

Die Waschungsart besitzt gegenuber konventionel- 
len Arten durch beispielsweise zweimaiiges Aus- 
schuttein mit je einem Drittel des Extraktvolumens 
an n/3- bis n/10-Natronlauge eine rund dreifiigmal 
hohere Wirksamkeit, die einerseits durch die das 
Extraktvolumen um ein Mehrfaches iibersteigende 
Waschrlussigkeitsmenge und andererseits durch den 
Athercharakter des Waschwassers bedingt ist. wel- 
ches letztere wiederum einem G'bergang des Pregnan- 
diolglukuronides in die Waschfltissigkeit stark ent- 
gegenwirkt. Da es jedoch unmoglich ist, den Cber- 
gang etnes kleinen Anteils an "Pregnandiol in die 
Waschfliissigkeit zu verhindern. so stellt dieser rest- 
liche Obergang einen weiteren Teil des Gesamt- 
schwellenwertes dar. 

Die wichtigste und das Verfahren am meisten ver- 
bessernde sowie auch verkiirzende Operation ist die 
Adsorptionsfiillung. Sie kann ais katalytische Fiil- 
lung bezeichnet werden. wobei das Adsorbens die 
Rolle des Katalysators spielt. AuBer der wesent- 
lichen Vereinfachung der Methode bietet sie den 
Vorteil. da(3 die FLillung zu einer ausgesprochen 
zeitbedingten Operation wird: nur dem am rasche- 
sten und leichtesten austallenden StofT gelingt sie, 
da alle eventuell Iangsamer ausfallenden StorTe be- 
reits vor ihrer Fallung am Silicagel fest gebunden 
sind. Die Adsorptionsfallung ist deshalb spezifischer 
als die konventionellen Fallungsmethoden. Da das 
Zuriickbleiben geringer Mengen Ba-Pregnandioi in 
kristalliner Form im Innern der Poren des Silicagels 
nicht zu verhindern ist. ferner ein weiterer Teil ein- 
fach am Silicagel ohne andere Umsetzungen adsor- 
biert bleibt und ein anderer Teil noch im Extrakt 
gelost enthalten ist. ergibt sich ein gewisser Verlust 
an Pregnandiol im Endresultat. der wiederum als 
Anteil am Gesamtschwellenwert zu betrachten ist. 
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Die Zugabe von n li)0()-HCi und Gasotin nach 
errolgter Fiillung zum Extrakt dient zur Beschieu- 
mgung der Absetzung und zur Vermeiduna der Ad- 
sorption von Verunreinigungen am Prazipifat. Durch 
die Ausziehung des bei der Glukuronsaurereaktion 5 
nach To liens gebildeten FarbstolTes mittels Ben- 
zol Oder seiner Homologen an Srelle von Ather wird 
der Test spezitischer. Durch die Gruntarbuna des 
Benzols werden schwach positive Befunde vermie- 
den. indem jede nur schwache Rotfiirbuntz durch die 10 
Komplementarfarbe Griin iiberdeckt wird. Infolee- 
dessen sind iene physiologischen Minimalwerte "an 
Pregnandiol, welche ihre Grsache in der L'mwand- 
lung des Desoxycorticosterons in Prosesteron, in 
einer praovulativen ovariellen Progesteronsekretion 15 
und in einer eventuell ungeniisenden »normalen« 
Gelbkbrperaktivitat haben. "nicht feststellbar. Diese 
Griinfarbung soli als wichtigster Teil des Gesamt- 
schwelienwertes dessen genaue Einstellung ermos- 
hchen. Die gleiche Wirkung wie durch die verschie- 20 
denen aufgefiihrten Einzelstufen des Schwellenwer- 
tes konnte durch Reduktion des anfandich verwen- 
deten Volumens Korperflussigkeit der Frau bzw. 
Urin insofern erzielt werden, als daB dann die se- 
samthaft durch das Verfahren laufenden Mengen 25 
emfach der naturlichen Empfindlichkeitsgrenze der 
Bestimmungsmethode unterworfen wurden. Solche 
naturlichen Empfindlichkeitsgrenzen besitzen indes- 
sert meistens sehr stark »schleichenden« Charakter 
mtt einer breiten Schwankungszone. so daB ein 30 
eigentlicher Schwellenwertpunkt auf diese Weise 
kaum erreichbar ware. 

Praktische Versuche mit dem neuen, erfindungs- 
gemaBen Verfahren haben eine wesentlich hohere 
Zuverlassigkeit als bei den besten herkommlichen 35 
Verhutungsmitteln ergeben. Es hat sich gezeigt, daB 
das Versagerrisiko dieser neuen Art Gebunenrege- 
lung um ache- bis zehnmal geringer ist als bei den 
bisherigen Methoden. 

40 

Patentanspriiche: 

1. Verfahren zum Nachweis von Gelbkorper- 
stoffwechselprodukten in von der Frau ausae- 
schiedenen Korperfliissigkeiten zu dem Zweck. +5 
die empfangnisfreien Tage der Frau zu bestim- 
rnen. dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens ein in der Korperflussigkeit vorkom- 
mendes Gelbkorperstoffwechselprodukt durch 
mit einer Farbiinderung verbundene Reaktionen 50 
bestimmt wird und daB dabei MaBnahmen se- 

■ troffen werden. um nur bei Anwesenheit solcher 
Mengen des Stotfwechselproduktes die Farb- 
iinderung festzustellen. die einem leistungsfahi- 
gen Gelbkorper entstammen. 35 

2. Verfahren nach Anspruch L. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB ein in der Kbrperflussiakeit 
der Frau vorkommendes Gelbkorperstoffwech- 
selprodukt unter Bildung eines FarbstorTes zur 
Reaktion gebracht und die Erkennbarkeit dieses 5o 
FarbstorTes so weit reduziert wird. daB nur 
solche Mengen des Stoffwechselproduktes er- 
kennbar sind, die einem leistunasfahiaea Gelb- 
korper entstammen. 

3. Verfahren nach Anspruch i oder 2. da- 5 5 
durch gekennzeichnet. daB ein im Urin der Frau 
vorkommendes Progesteronstoffwechselprodukc 
unter Bildung eines FarbstorTes zur Reaktion -ze- 
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bracht und dieser Farbsrorf durch die Gegenwar: 
eines KomplementarfarbstorTes so weit maskiert 
wird. daB nur solche Mengen des Progesteron- 
storTwechselproduktes erkennbar sind. die einem 
leistungsfahigen Gelbkorper entstammen. x 

4. ^ Verfahren nach einem der Anspriiche. L 
bis 3. dadurch gekennzeichnet. daB im L'rin der 
Frau vorkommendes Pregnandiolglukuronid in 
Gegenwart eines Gemisches von mindestens zwei 
Reaktionsstoffen in einen Farbstoff iibergefuhr: 
und dieser hierauf mit einem Losungsmittel aus 
der Reaktionslosung aussezosen wird. welches 
Losungsmitte! eine so gro~Be Menge eines Kom- 
plementarfarbstorTes enthalt. daB nur solche 
Mengen Pregnandiolglukuronid erkennbar sind. 
die einem leistungsfahigen Gelbkorper ent- 
stammen. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche I 
bis 4. dadurch gekennzeichnet. daB in Gesenwart 
von Salzsiiure und N'aphthoresorcin eine Glu- 
kuronsaurereaktion des im Urin der Frau vor- 
kommenden;PregnandiolgIukuronides erfolgt und 
daB dabei der gebildete rotviolette Farbstoff 
durch Benzol ausgezogen wird. das eine so groBe 
Menge eines griinen KomplementarfarbstorTes 
enthalt, daB nur solche Mengen Pregnandiolglu- 
kuronid erkennbar sind, die einem leistunasflhi- 
gen Gelbkorper entstammen. 

6. Einrichtung in Form eines Extraktionsappa- 
rates zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
einem der vorstehenden Anspriiche. dadurch ae- 
kennzeichnet, daB unten an einen die zu prii- 
fende Korperflussigkeit enthaltenden Behalter (4) 
ein Auslaufrohr (3) losbar angesetzt, ist. das eine 
feine AustrittsofTnung fur die~zu prlifende Kor- 
perflussigkeit aufweist, und daB lotrecht unter 
der AustrittsofTnung ein rohrformiger Behalter 
(2) vorgesehen ist. der eine Losungsmitteisaule 
enthalt und an seinem unteren Ende mit einem 
Gberlaufrohr (2 a) in Verbindung stent, und daB 
schliefilich die freie Offnung des'Oberlaufes (2a) 
so weit unter dem N'iveau"der feinen Austritts- 
ofTnung liegt. daB der aus der feinen Offnung 
austretende Fliissigkeitsstrahl die Oberseite der 
Losungsmitteisaule in Form einer Folge von 
Fltissigkeitstropfen erreicht. 

7. Einrichtung nach Anspruch 6. dadurch ae- 
kennzeichnet. daB die Abmessungen der feinen 
Offnung des Extraktionsapparates derart sind. 
daB sie einen Fiussigkeitsscrahl von hochstens 
100 ccm pro Minute durchlaBt. und daB der 
rohrrormige Behalter (2) einen Durchmesser von 
hochstens 20 mm besirzt. 

S. Diagnosemittei zur Durchfiihrung des Ver- 
fahrens nach Anspruch t. dadurch gekennzeich- 
net. daB es in einem Totalvolumen von hoch- 
stens 60 ccm mindestens zwei Stoffgemische ent- 
halt. von denen das eine im Kontakt mit min- 
destens einem in einer Korperflussigkeit der Frau 
vorkommenden Gelbkorperstoffwechselprodukt 
zu einer Farbveranderung fuhrt, wan rend das 
andere geeignet ist. die Farbveranderung derart 
zu hemmen. daB nur solche Mengen des StorT- 
wechselproduktes erkennbar sind, die einem lei- 
stungsfahigen Gelbkorper entstammen. 

9. Diagnosemittei nach Anspruch S. dadurch 
gekennzeichnet. daB es mindestens zwei Stoff- 
gemische enthalt. von denen das eine im Kon- 
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takt mit mindesteas einem im Urin der Frau vor- 
kommenden Progesteronstoffwechselprodukt zur 
Bildung eines Farbstoffes fiihrt, wahrend das 
andere eine Komplemeatarfarbe dazu aufweist, 
die durch Zusatz zum Farbstoff diesen so weit 
maskiert. dafl nur solche Mengen des Stoffwech- 
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selproduktes erkennbar sind. die einem 
stungsfahigen Gelbkorper eatstammen. 

In Betracht gezogene Druckschriften: 
The American Journal of Phvsiolosv. 121, H 
L93S, S. 98 bis 106. 
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